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Verf aliren zim Nachweis und zur Isollexung von T- 
Lymphozyten, die ein definxertes Antigen erkennen 



Die Erfindtang betrifft die Verwendixng von caD154 zum 
Nachweis und zur Isolierung von T-Lymphozyten, die ein 
definiertes Antigen erkennen, tmd ein Verfahren zum 
Nachweis und zur Isolierung von T-Lymphozyten in 
Zellsuspensionen oder K63:perf Ifissigkeiten, die ein 
definiertes Antigen erkennen. 

Das Imraunsystem besteht aus Zellen und Molekiilen, die im 
K6rper zirkulieren und deren Homeostase \ind Kooperation 
durch Zytokine und Wachstumsfaktoren aufeinander abgestimmt 
werden. Nicht benotigte Zellen werden durch Apoptose 
eliminiert. Diese Mechanismen werden durch auBere Binfl^isse 
Oder genetische Pradispositionen verschiedenster Art 
beeinflusst. Das Immunsystem spielt eine zentrale Rolle bei 
der Entstehung vieler Erkrankungen, insbesondere Allergien, 
Entzundungen und Autoinraiunerkrankungen . Es ist 
verantwortlich ftir eine verstarkte Iiranunitat nach 
Impfungen, versagt jedoch bei der Entstehxing von 
Tumorerkranktingen . 

Dendritische Zellen (DC) sind die Wachter des Iimnunsystems 
und im Kdrper dort lokalisiert, wo fremde xind 
moglicherweise gefahrliche Stoffe eindringen konnen. Sie 
sind professionelle Antigen-prasentierende Zellen, die das 
Antigen aufnehmen, verdauen, Peptidf ragmente des Antigens 
spezifischen T-Lymphozyten prasentieren und sie dabei 



aktivieren. Die unreifen VorlSufer der DC wandern 
kontinuierlich <kber das Blut in die Lyxnphorgane , wo sie 
unter bestinimen Umstanden zu reifen DC dif f erenzieren 
kSnnen. Bs gibt verschiedene Vorlauf erzellen, die zu 
5 unterschiedlichen Typen von DC ausreifen konnen. Diese 
unterschiedlichen Typen von DC reagieren auch 
unterschiedlich auf Antigene durch die Expression 
bestimmter Membranmolekftle und Zytokine. Auf diese weise 
kontrollieren sie die Aktivierung der T-Lymphozyten, die 
10 dann pro- (Thl) oder antiinf lairanatorisch (Th2) , 
regulatorisch (Tr) oder tolerant (Ta) werden kSnnen. Die 
Art der Aktivierung der T-Lymphozyten wird durch 
kostimulatorische Aktivierungssignale von Antigen- 
prasentierenden Zellen bestimmt. Aktivierungssignale sind 
Liganden fur Rezeptoren der T-Lymphozyten. Diese Liganden 
befinden sich auf der Oberflfiche der APC, sie sind an die 
extrazellulare Matrix gebunden oder sie werden von Zellen 
sezerniert, so die Zytokine. Neben der Antigen- spezifischen 
Aktivierung durch Signale tiber den Antigenrezeptor der T- ' 
Lymphozyten und kostiimilierende Liganden ist jedoch auch 
eine unspezif ische Aktivierung von T-Lyntphozyten 
beschrieben; z. B. durch Zytokine oder durch Lektine. 

Die Gesamtheit der molekularen VerSnderungen bei der 
Aktivierungsreaktion und funktionellen Dif ferenzierung von 
25 T-Lymphozyten ist jedoch derzeit nur unvollstSndig 
aufgekiart. So ist auch die Erfassung des Aktivierungs- und 
Punktionzustandes von T-Lymphozyten, die ein bestimmtes 
Antigen erkennen, beim gegenwSrtigen Stand der Technik nur 
ungenau mSglich. 
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par klinlsche Anwendtmgen bei der Dignostik von Krankheiten 
und in der Porschung ist es essentiell, insbesondere solcbe 
speziflschen T-Lymphozyten erfassen zu k6iinen, die durch 
ein bestimmtes Antigen aktiviert werden konnen oder 
5 aktivierbar sind* Weiterhin ist es wCinschenswert , solche 
Antigen- spezifischen T-Lymphozyten aus Zellgemischen 
insbesondere fur zelltherapeutische Zwecke isolieren zu 
kdnnen . 

Im Stand der Tecbnik sind mehrere Verfahren offenbart, mit 

10 denen der Aktivierungs- und Funkt ions zust and von T- 
Lymphozyten bestimmt werden kann. So offenbart die 
DE 100 21 834 Al mRNA-Molekiile zur Verwendung als 
Indikatoren fiir den Punkt ions zust and von T-Lymphozyten, 
wobei die mRNA-Molekaie bei aktivierten T-Lyn^^hozyten im 

15 Vergleich zxam Normal- bzw. zum Ruhezustand vermehxt Oder 
vermindert exprimiert sind. Durch Bestimraung der 
Interaktion zwischen den komplementaxen, hybridisierten 
Nucleinsauresequenzen "ist es moglicli, Unterscliiede in der 
Expressionsstarke der mRNA-Molekule zu bestixnmen, was 

20 Ruckschlusse auf den Aktivierungszustand der T-Lymphozyten 
zulasst. Weiterhin offenbart diese Druckschrift die 
Verwendung von Polypeptiden, die durch. die 

Nucleotidsequenzen codiert werden und gegen die Polypeptide 
gerichtete Antikorper sowie die Verwendung dieser 

25 Antikdrper zum Nachweis des Aktivierungs- und 
Punktionszustandes von T-Lymphozyten. 

Die DE 37 37 703 Al offenbart Antikotper, die gegen ein 
neutrophil aktivierendes Polypeptid gerichtet sind und als 
Diagnostikum eingesetzt werden konnen, um aktiviert e 



Stnokturen der zellularen Ininiunantwort zu detektieren xind 
2u charakterisieren. 

Die DE 42 26 974 C2 offenbart ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Aufbereitung und Separation von 
Zellsuspensionen • Die beschriebene Separationsvorrichtiang 
und das Verfahren zur kontinuier lichen Aufbereitung einer 
Zellsuspension kann vervirendet werden, urn unterschiedliclie 
Bestandteile, beispielsweise des mensciilichen Blutes zu 
separieren, wobei Zellen, die im Zusanunenhang mit der 
zellularen Inimunantwort stelien, spezifisch aufgereinigt 
werden kdnnen* 

In der US-PS 5,874,302 wird ein Verfahren offenbart, mit 
dem T-Lymphozyten kultiviert werden und die so gewonnenen 
T-Lymphozyten zu klinischen Behandlungen von Tumoren 
eingesetzt werden. GemaE der US-PS 5,874,302 wird Blut als 
Ausgangsmaterial fflr die Herstellung der T-Zellkultur- 
Suspension verwendet, wobei das entsprechende Startmaterial 
mit bestdLmmten Tiamorzellen cokultiviert wird. 

Die CA 1,296,622 offenbart ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zum Bestirainen des immunregulatorischen Status 
von Iieukozyten. Die Leukozyten werden mit 
Standardsubstanzen stimuliert, um den immunregulatorischen 
Status, beispielsweise mit Hilfe von markierten Antik6rpern 
zu bestimmen, Zimachst wird hierzu eine Probe aus 
peripheren mononuklearen Zellen des Patienten, der ein 
Immun-beeinflussendes Mittel erhalten hat, vermehrt und 
anschlieSend wird in einem Aliquot der veannehrten Probe der 
Prozentsatz von mononxiklearen Zellen bestiirant, welche ein 
Aktivierxings -Antigen in vitro exprimieren. AnschlieEend 
wird der Prozentsatz mit einem vorgegebenen Wert des 



Prozentsatzes als Anzeige des in vitro Bffektes verglichen, 
wodurch der imraunregulatorische Zustand des Patienten bzw. 
des Bffektes der Inimun-beeinflussenden Therapie auf den 
immxmregiilatorischen Zustand bestinunt werden kann. Zu den 
5 unterklassen der zu bestimmenden mononuklearen Zellen 
geh6ren beispielsweise T-Lyraphozyten, cytotoxische T- 
Lymphozyten und Helfer-T-Lynqphozyten. 

In der WO 99/58977 wird ein Verfahren zur direkten 
Selektion von Antigen- spezifischen T-Lympbozyten 

10 beschrieben. Die T-Lymphozyten werden bier anhand der 
Produktion von Zytokinen mittels Durchf luss-Zytometrie oder 
der magnetischen Zellsortierung separiert. Es werden bier 
solche aktivierte T-Lymphozyten selektiert, die nach 
Stimulation mit 2totigen ein bestimmtes oder mehrere 

15 bestimmte Zytokine exprimieren. 

Weiterhin ist es mit den bekannten diagnostischen Verfahren- 
nicht mdglich, die Aktivierung durch eine virale oder 
bakterielle Infektion von einer Aktivierung durch eine 
Autoimraunreaktion oder durch eine TransplantatabstoBung zu 

20 unterscheiden, obwohl eine solche Unterscheidung aus 
diagnostischen und aus klinischen Gesichtspunkten heraus 
wQnschenswert ist. I>urch die tmzureichende Detektion von 
aktivierten T-Lymphozyten in einer biologischen Probe ist 
es auch nicht moglich, diese entsprechenden Zellen gezielt 

25 zu separieren, da sie hierfiir zundchst eindeutig bestimmt 
werden m'&ssen. 

Bisher sind keine imraundiagnostischen Verfahren 
beschrieben, die einen schnellen und einfachen Nachweis der 
Gesaratheit aller tHr ein Antigen spezifischen T-Lymphozyten 
30 und dar<iber hinaus deren Isoliervuig ermoglichen. Bei den 
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verschiedensten Erkrankungen ist es von grdStem 
diagnostischem und therapeutischen Interesse, die die 
immunantworten zentral und somit auch verschiedenste 
Imnmnpathogenesen steuemden T-Lyn5>hozyten direkt Antigen- 
5 spezifisch nachzuweisen oder sie ffir zelltherapeutische 
Ansatze, wie den adoptiven T-Zelltransfer, zu isolieren. 
Dies betrifft Erkrankungen wie Allergien und 
Autoimmunerkrankungen, denen f ehlgesteuerte Immunreaktionen 
zu Grunde liegen vrie auch chronische Inf ektionskrankheiten, 
10 Tumore oder Leuk&nien. 

Bisherigen Verfahren liegen zwei unterschiedliche 
Strategien zugrunde: 

„strukturelle« Nachweis Antigen- 
spezifischer T-Lyraphozyten basiert auf der direkten 
Markierung der von den T-Lymphozyten ausgeprSgten T- 
Zellrezeptoren mittels MHC-Multimeren, die zusainmen mit den 
jeweiligen antigenen Peptiden komplexiert sind (US 
5,635,363 / PR 9911133). Die Nachteile solcher Verfahren 
bestehen darin, dass sie zum einen abhSngig von dem der zu 
untersuchenden Individuen ausgeprSgten MHC-Genotyp sind und 
zum anderen dass die MHC-Molekaie nur mit einem 
inunundominanten Peptidepitop des jeweiligen Antigens 
komplexiert werden. Jedes Agens muss somit individuell 
entsprechend des Genotyps und zu verwendenden 
iimnundominanten Peptidepitops, das zudem nur bei wenigen 
Antigenen und auch nur ftir wenige MHC -Allele bekannt ist, 
des Antigens hergestellt werden. Zudem konnten bisher die 
far den Nachweis und die Isolierung MHC-11 restringierter 
Antigen- spezifischer CD4+ Th-Lymphozyten essentiellen MHC- 
II Multimere auf grund besonderer struktureller Merkmale des 
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MHC-II Molekais nicht in fUr eine Anwendung ausreicliender 
Qualitat hergestellt werden. 

(ii) Ftinktionale Nachweise Antigen- spezifischer T- 

Lymphozyten beruhen entweder auf der Antigen-reaktiven 
Proliferation nach Stimulation mit Antigen, die jedoch erst 
nach 3-5 Tagen detektierbar ist, oder auf Antigen-reaktiver 
Expression von Aktivierungsmolekaien oder Sekretion von 
Zytokinen. wabrend bisher beschriebene Aktivierungsmarker 
zum Teil aucb von speziellen nicht aktivierten. T- 
Lynvphozyten ausgepragt werden und daher nicbt spezifisch 
genug sind. kann anhand der „reaktiven« Expression von 
zytokinen nicht die Gesamtheit der spezifischen T- 
Lymphozyten nachgewiesen werden. Durch die unzureichende 
Detektion von spezifisch aktivierten T-Lyr[i)hozyten in einer 
biologischen Probe ist somit auch nicht moglich, diese 
entsprechenden Zellen gezielt zu separieren, da sie hierftir 
zunachst eindeutig bestimmt werden mftssten. 

Die bekannten Verfahren, bei denen spezifische T- 
Lymphozyten aufgrund ihrer Zytokin Sekretion detektiert und 
isoliert werden, beispielsweise nach der WO 99/58977, kann 
die Gesamtheit aller spezifischen T-Lymphozyten nicht 
bestimmt und isoliert werden, da sich oft jede aktivierte 
T-Zelle durch individuelle Zytokinprogramme auszeichnet. 

Nachteilig bei den bekaimten Verfahren der Isolieanang von 
lebenden T-Lymphozyten anhand der Produktion von Zytokinen 
ist weiterhin, dass die Zellen zum Zeitpunkt ihrer 
maximalen Sekretionsleistung aus der Kultur herausgenommen 
werden, urn an ihnen eine far die jeweiligen Zytokine 
spezifische „Fangmatrix" anzbringen. Danach miissen die 
Zellen txix eine kurze Zeit wieder kultiviert werden. Dies 
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erhdht den technischen Aufwand zur Gewlxmung spezifischer 
T-Lymphozyten betrachtlich. Gerade in den letzten Jahren 
wurden in verschiedenen Verdf f entlichimgen immer wieder 
regulatorische T-Lyraphozyten (Tr/Treg) beschrieben, denen 
sich keine definierten Zytokinrauster zuordnen lassen, d.h. 
die Zellen sind anhand einer Zytokinsekretion nicht 
detektierbar oder isolierbar. Zudem ist die Expression 
bestimmter Zytokine (z. B. IL-lO) auch entscheidend von der 
Art der gewShlten in vitro Aktivierung abhSngig. 

Der bisherige Nachweis und die Isolierung von spezifischen 
T-Lympliozyten ist bisher auch deshalb limitiert, da zwar 
eine Reihe von Biomolekaien bekannt sind, die als 
Indikatoren bzw. Marker ffir bestimmte aktivierte T- 
Lymphozyten herangezogen werden konnen, jedoch ist es 
derzeit aufgruud der begrenzten Zahl und Qualitat der 
verfftgbaren Aktivierungsmarker nicht moglich, durch 
Bestirranung eines dieser Marker zu entscheiden, ob die T- 
Lymphozyten si^h in dem gewunschten Zustand befinden. 
Beispielsweise wird der Aktivierungsmarker CD69 von alien 
T-Lymphozyten nach Aktivierung exprimiert. Jedoch filhren 
auch jegliche Stresseinwirkungen zur Expression von CD69, 
so dass durch Bestiiranung dieses Markers keine Aussage fiber 
die Antigen- spezifischen T-Lymphozyten maglich ist. 

Auf gabe der vorliegenden Erf indung ist as daher Verf ahren 
bereitzustellen, mit denen alle Antigen- spezifischen T- 
Lymphozyten unabh^ngig von ihrem funktionalen Potential 
einfach, kostengfinstig und sicher detektiert bzw. isoliert 
werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung lost dieses technische Problem 
durch eine Verwendung von CD154 zum Nachweis und/oder zur 



Isolienxng von T-Lynq?hozyten, die ein bestimmtes Antigen 
erkennen . 

(35154 ist ein Mitglied der TNF-Gen-Familie vmd wird unter 
anderem von verschiedenen Zellen, insbesondere T- 
5 Lyrapbozyten exprimiert. CD154 wird ein bis drei Stunden 
nach der AJctivierting von den stimulierten T-Lymphozyten 
herunterreguliert . 

Lympbozyten stellen die spezifiscben Trager der 
Immunantwort dar, wobei zwei groSe Populationen bekannt 
sind: Die B- xxnd die T-Lymphozyten. Die T-Lymphozyten 
besitzen zahlreicbe Oberf lachenmolekflle, von denen das CD4- 
und das ca58- Protein von besonderer Bedeutung sind. Die CD4 
T-Lymphozyten werden auch als Helf er-T-Zellen (Th-Zellen) 
bezeichnet, da sie tiber die Prodtaktion loslicher 
Botenstoffe bei der Aktivierung anderer Zellen mithelfen. 
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Lymphozyten und andere Leukozyten eacprimieren viele 
verschiedene MolekGle auf ihrer Zelloberf iSche . Binige 
erscheinen nur kurzzeitig wShrend bestimmter Phasen der 
Differenzierung oder nach Aktivierung des Zellen. Andere 
Molekiile sind konstant nnd typisch f^ir die jeweilige 
Zellreihe. Seiche konstant exprimierenden Antigene kSnnen 
als Marker fQr bestimmte Zellpopulationen genutzt werden. 
Es gibt eine einheitliche Noraenklatur ffir 
Zelloberfiachenmarker, das CD- System (CD = cluster of 
differentiation) , in welchem die Marker fortlauf end 
ntammeriert sind. So kommen beispielsweise auf NK- und T- 
Lymphozyten CD 154 wie auch CD 165 oder andere Molekule 
vor . 
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Dberraschend war, dass caD154 verwendet werden kann, van T- 
Lymphozyten unabh&igig von ihrem funktionalen Potential 
nachzuweisen. Der iiberraschende Vorteil der Verwendung von 
CD154 zum Nachweis und zur Separation von T-Lymphozyten 
5 liegt darin, dass die T-Lymphozyten unabhangig von ihrer 
Punktion sicher detektiert bzw. isoliert werden konnen, 
d.h. alle antigenspezifischen T-Lymphozyten in einer Probe 
kdnnen bestimmt und separiert werden. Somit wird durch die 
erfindungsgemase Verwendung vorteilhaf terweise ein neuer 
10 praktikabler Kandidat fGr die Bestimmung von 
antigenspezifischen T-Lymphozyten bereitgestellt . 

Nach einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung sind 
die T-Lymphozyten Th-Lymphozyten, insbesondere CD4* 
und/oder CDS- Th-Lymphozyten . POr die Antigenerkennung 
benutzen T-Zell-Lymphozytenpopulationen eine T-2ellrezeptor 
(TZR), der ein heterodimeres MolekGl darstellt, das aus 
verschiedenen Kettenkombinationen besteht . Der weitaus 
grSSte Teil aller T-Lyraphozyten trSgt einen alpha- /beta- T- 
Zellrezeptor. Diese T-Lyntphozyten besitzen weitere 
Oberfiachenmolekflle, insbesondere das CD4- und das CDS- 
Protein. CDS-Lymphozyten werden von Antigenen stimuliert, 
die von Klasse-I-Molekaien des MHC prasentiert werden und 
sind als zytolytische T-Lyraphozyten fiir die Virusabwehr von 
entscheidender Bedeutung. CD4 -T-Lymphozyten erkennen 
Antigene, welche von MHC-Klasse-Il-Molekulen prasentiert 
werden und haben einen wesentlichen Anteil an der Abwehr 
von Bakterien, Pilzen, Protozonen und anderen Parasiten. 

In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsf orm der Erfindung 
werden inf lamatorische, antiinf lamatorische, regulator ische 
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und/oder suppressive T-Lyinpliozyten nachgewiesen und/oder 
gewoxmen . 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Nachweis 
vmd/oder Isolierung von antigenspezif ischen T-Lymphozyten 
5 in einer Suspension nach Aktivierung mit einem Antigen, 
wobei die Suspension mit einem CD40/CD154-System-Inibotor 
in Kontakt gebracht wird, CD154 intra- oder und/oder 
extrazellular bestimmt und die CD154 aufweisenden Zellen 
nachgewiesen und/oder isoliert werden. 

10 Es ist <iberraschend, dass durch das „Inkontakt« bringen der 
zu untersucbenden Suspension oder Probe mit einem 
CD40/CD154 System- Inhibitor CD154 intra- lond/oder 
extrazellular bestimmbar und somit die Zellen, die GDI 54 
aufweisen, nachgewiesen und isoliert oder separiert werden 

15 kSnnen, wobei es sich bei diesen Zellen insbesondere urn die 
Gesamtheit der Antigen- spezif ischen CD4* Th-Lymphozyten 
handelt . 

CD40 ist ein 45-50 kDa groBes membranstandiges Glycoprotein 
aus der TNP-Rezeptor-Qenf amilie (Tumor-Nekrose-Paktor- 

20 Rezeptor-Genfamilie) . Es wird von verschiedenen 
hamatopoetischen Zelltypen aber auch von Bptithel- xind 
Endothelzellen, Karzinomen, Pibroblasten und Muskelzellen 
ausgepragt. Es kann von CSD154 gebunden werden, das 
dementsprechend Mitglied der TNP-Gen-Pamilie ist und 

25 ebenfalls von vielen Zellen mit sehr unterschiedlichen 
Punktionen exprimiert werden kann. CD40 wird auf 
verschiedenen Zellen exprimiert, wie zum Beispiel B- 
Lymphozyten, dendritische Zellen, Monozyten/Makrophagen, 
Mastzellen, hamatopoetische Stamm- /VorlSuf erzellen (human), 

30 Thymusepithelzellen (Maus) , Endothelzellen, Pibroblasten 
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(Maus) , Mukelzellen (human) und/oder Karzinome (human) . 
CD154 wird beispielsweise auf T-Lymphozyten, aktivierte 
dendritischen Zellen (human), Monozyten, Mastzellen 
(human), basophilen/eosinophilen Granulozyten (human), NK- 
5 Lymphozyten (Maus), fetale Thymozyten (Maus) und/oder B- 
Zellen (human) exprimdert. 

Entsprechend der sehr heterogenen Bxpressionsmuster auf 
verschiedenen Zelltypen sind zahlrelche CD40/CD154 
Wechselwirkungen beschrieben. Das CD40/CT)154 System ist ein 
10 Beispiel ffir verschiedene Systeme, die auf Rezeptor- 
Liganden-lnteraktionen basieren \md als solche eine groBe 
Bedeutung bei Reaktionen des Imraunsystems haben. Die 
CD40/caDl54-Interaktionen. zwischen T-Lymphozyten und 
dendritischen Zellen (DG) sind u.a. von Bedeutung bei der 
Induktion und Regulation der Immunantwort von Bedeutung. 
Bine spezielle Stellung nehmen CD40/CD154 Interaktionen bei 
Entwicklung von humoralen Ant ikdrper reaktionen ein. Eine 
beaondere klinische Bedeutung zeigte sich bei dem 
sogenannten X- chromosomal en Hyper- igM- Syndrom; einer 
immunerkrankung, bei der die Expression eines nicht- 

f unktioT^eXlsn ^n'' ^-i-.-^.^ • 

^^n zvx eaner scark verminderten 

AntikSrperbildung und pyogenen Infektionen fiihrt. In 
anderen Zellen beeinflusst die Signalweiterleitung fiber 
CD40/CD154 aber auch beispielsweise die Bntstehung von 
Thromben in vivo und verstSrkt die Entwicklung von 
Ateriosklerose . 

Die Bedeutung des von T-Lymphozyten ausgeprSgten CD154 ist 
somit vor allem wahrend der Interaktion mit B-Lymphozyten 
f<ir die Entwicklung von humoralen Ant ikSrpe rant wort en 
essentiell. Anscheinend kann das von T-Lymphozyten 
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ausgepragte caDl54 auch mit von verschiedenen Antigen- 
prasentierenden 25ellen (APC) exprimiertem CD40 in 
Interaktion treten. Dies wird deutlich, da w^hrend der in 
vitro Stimulation mit spezifischen Antigenen CD154 auf 
aktivierte T-Lymphozyten sehr schnell herunter reguliert 
wird. Als far dieses PhAnomen verantwortlicli angesehen wird 
die Interaktion von ca>154 auf den aktivierten T-Lymphozyten 
mit von in solchen Systemen aucH von JVPC wie Monozyten 
stark exprimierten CD40. Die spezifisch von aktivierten T- 
Lymphozyten ausgepragten CD154 MolekCile werden danach in 
den Zellen degradiert. Es steht dann in einem nicht durch 
das erf indungsgemaSe Verfahren beeinf lussten System als 
Marker fttr spezifische CD4+ Th-Lympliozyten nicht mehr zur 
Verf iigung . 

Durch die Zugabe eines CD40/CD154 System- Inhibitors wird 
die Wechsel- und Signalwirkung sowie Interaktion von CaD40 
und C3D154 gestort bzw. inhibiert. CD40/CD154 System- 
Inhibitoren konnen im Sinne der Erfindung alle MolekCile 
Oder auch physikalische Einwirkungen sein, die in der Lage 
sind, die Interaktion zwischen CD4 0 und CD154 zu blockieren 
Oder zu inhibieren. Demgemas kann das inhibierende Mittel 
ein Antik6rper, der beispielsweise gegen CD40 gerichtet 
ist, sein, ein Molekai, ein casium- oder ein Lithiumion, 
welches die Wechselwirkung zwischen CD40 und CD154 
untereinander beeinf lusst. Es kann selbstverstandlich aber 
auch eine Siibstanz sein, die die Sekretion oder Bndozytose 
in der Zelle inhibiert, wie z.B. Brefeldin-A (Bref-A) . 
Bref-A ist ein Inhibitor des Goldi-Apparates und der 
Sekretion einer Vielzahl an Zytokinen. Durch diese Stoffe 
wird gewahrleistet, dass entweder CD40, CD154, die 
Wechselwirkung zwischen den beiden bzw. das CD40/ca3154 
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system so modlf iziert wird, dass CI>154 entweder auf der 
Zelloberfiache nicht mehr herunter reguliert bzw. abgebaut 
wird, Oder, sofern es sich noch innerhalb der Zelle 
befindet, nicht mehr innerhalb dieser transportiert wird. 
Durch die Unterbrechung des Transportes innerhalb der Zelle 
wird der Abbau von €33154 verhindert. Somit wird CD154 
innerhalb oder auSerhalb der Zelle als aufienstehender 
Rezeptor stabilisiert und kann mit dem Pachmann bekannteri 
Nachweisverfahren detektiert und folgend isoliert warden. 
Dem Pachmann sind verschiedene Verfahren und Vorrichtungen 
bekannt, mit denen detektierte Zellen des Immunsystems 
separiert, auf gereinigt , angereichert bzw. isoliert werden 
k6nnen, z.B. die Durchf lusszytometrie oder die magnetische 
Zellsortierung . 

Durch die Zugabe des CD40/CT»154 System- Inhibitors wird der 
Abbau Oder die Degradation von CD154 innerhalb und/oder 
aufierhalb der Zelle unterbunden, so dass die Zellen, die 
CD154 aufweisen, charakterisiert und folgend anhand dieser 
Charakterisierung isoliert werden kdnnen. Durch das 
erfindungsgemaJSe Verfahren wird somit insbesondereder neue 
erfindungsgemase Kandidat, CD154, ftir die Bestiramung von 
Antigen- spezifischen T-Lymphozyten bereitgestellt . 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung werden 
als T-Lymphozyten Th-Lymphozyten detektiert und/oder 
separiert, insbesondere CD4* und/oder CD8* Th-Lyniphozyten. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist der 
CD40/CD154 System- Inhibitor ein gegen CD40 gerichteter 
Antikarper, ein gegen CD154 gerichteter Antikorper, ein 
Sekretionsinhibitor und/oder ein Endozytoseinhibitor . Dem 
30 Pachmann sind verschiedene Sekretionsinhibitoren und 
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Edozytoseinhibitoren bekannt. Der Antikdrper kann hierbei 
ein polyklonaler, monoklonaler bzw. ein spezifisch 
modifizierter Antikorper oder ein Antikdrperf ragment , 
beispielsweise ein Antik6rper sein, der mit einem Phagen 
Oder einem Phagenf ragment assoziiert ist. Er kann sowohl 
gegen ein einzelnes Epitop auf CD40 bzw. gegen inehrere 
Strukturen von C3D40 gerichtet sein. Ein Antikdrper im Sinne 
der Erfindung ist ein MolekQl, welches CD40 so beeinflusst, 
dass eine Wechselwirkung mit €33154 vorteilbaf terweise nicbt 
mehr moglich ist. Antikdrper bedeutet daher im Zusammenhang 
mit der Erfindxing ein Polypeptid, das im Wesentlichen von 
Immunoglobulin-Genen oder Fragmenten davon codiert wird, 
das CD40 spezifisch bindet bzw. erkennt. Der in der 
vorliegenden Erfind\ang verwendete Begriff Epitop bedeutet 
eine beliebige Antigen-Determinante auf einem Antigen, an 
das das Paratop eines Antikorpers bindet. Epitop- 
Determinaten bestehen insbesondere aus chemisch aktiven 
Oberfiachengruppierungen von Molekaien, wie Aminosauren 
Oder Zuckerseitenketten und besitzen normalerweise sowohl 
spezifische Merkmale der dreidimensionalen Struktur als 
auch spezifische Ladungsmerkmale . 

In einer bevorzugten AusfOhrungsf orm der Erfindung werden 
als der Sekretionsinhibitor xind/oder der Endozytosehibotor 
Brefeldin-A tmd/oder Monsensin verwendet. Brefeldin A ist 
ein Metabolit des Pilzes Penicillium brefeldianum und 
blockiert als carboxyliertes lonophor den Transport neu 
synthetisierter Proteine vom endoplasmatischen Retikulum in 
den Golgi-Apparat \md behindert den Austausch zwischen 
Endosomen und Lysomen w^hrend der Kreislauf zwischen 
Zellmembran und Endosomen vorteilhaf terweise ungest6rt 
bleibt . 
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In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausfmirungsform 
der Erfindung wird CD154 intrazelluiar in fixierten Zellen 
detektiert. Da CD154 extrazelluiar schnell herunter- 
reguliert bzw. abgebaut wird, sobald eine antigen- 
5 spezifische Aktivierung von insbesondere Th-Lymphozyten 
stattgefunden hat, kann CD154 mit Vorteil intrazellular mit 
hoher Genauigkeit in-vitro detektiert werden. Insbesondere 
durch die Zugabe von Brefeldin A wird der Transport des 
Proteins CD154 an die Zelloberf lache blockiert. 
10 Vorteilhafterweise ist hierdurch die Analyse des gesamten 
C3D154, welches sich intrazellular befindet, auf sehr 
spezifische Weise mdglich, was eine nahezu vollstandige 
Detektion von insbesondere alien reaktiven CD4* Th- 
Lymphozyten ermoglicht. Durch die intrazellulSre Bestimrtiung 
15 von CD154 wird ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhaltnis 
erreicht, was eine sehr. sichere und effiziente Bestinmiung 
der Antigen-spezifischen Th-Lymphozyten ermdglicht. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
wird CD154 extrazelluiar auf vitalen Zellen detektiert. Um 
20 insbesondere Antigen- spezifische CD4* und/oder CDS* Th- 
Lymphozyten im therapeutischen oder klinischen Bereich 
einzusetzen, ist es erforderlich, die Zellen so zu 
detektieren, dass sie in ihrer Punktionalitat nicht negativ 
beeinflusst werden, d.h., dass ein Nachweis 
25 vorteilhafterweise so gestaltet ist, dass die Zellen lebend 
xind vital detektiert werden kdnnen, um sie folgend zur 
Herstellung eines Arzneimittels verwenden zu kSnnen. Es ist 
beispielsweise moglich, mittels anti-CD40-Antik6rper CD40 
zu neutralisieren, um den Abbau von 033154 auf der 
30 Zelloberflache zu verhindem, was eine Detektion und 
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isolierung von Antigen-spezif ischen CD4* und/oder CDS* Th- 
Lyinphozyten erlaiibt. 

Es ist bevorzugt, die Antigen-spezif isclxen T-Lymphozyten, 
insbesondere CD4* und/oder CDS* aus Prischblut, gefrorenen 
5 Zellen, periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) und/oder 
aus anderen Korperf Kissigkeiten zu gewinnen. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form der Erfindung sind die 
isolierten und/oder separierten T-Lympbozytenzellen, - die 
keine Cytokine produzieren bzw. die kein def iniertes 

10 zsytokinimister aufweisen. Mit Vorteil ist es also moglich, 
alle ant igenspezif ischen T-Lymphozyten, d. h. die 
Gesamtheit dieser Zellpopulation, die gegen ein bestimmtes 
Antigen gerichtet ist, zu detektieren und/oder zu 
isolieren, und zwar unabh^ngig davon, ob diese T- 

15 Lymphozyten Cytokine produzieren oder nicht oder ob die T- 
Lymphozyten sich keinen definiertem Zytokinmuster zuordnen 
lassen. 

Das erfindiangsgemafie' Verfahren zur Detektion und - zur 
isolierung von Antigen-spezif ischen T-Lymphozyten. 
20 beispielsweise CD4* Th-Lymphozyten, erlaubt es, 
insbesondere Antigen-spezif ische Th- Lymphozyten fttr die 
Zelltherapie gegen verschiedene Krankheiten, wie 
beispielsweise Krebs oder virale Infektionen einzusetzen. 
Bisher wurden z.B. Th-Lymphozyten in Form von Zelllinien 

25 Oder Zellklonen fiir die adoptive Th-Lymphozytentherapie 
verwandt. Die Herstellung dieser Zelllinien bzw. Zellklonen 
ist jedoch sehr aufwendig und benStigt einen langen 
Zeitraxim. Das erf indxxngsgemaSe Verfahren erlaubt es 
erstraalig, Antigen-spezif ische Th-Lymphozyten mittels der 

30 Detektion von CD154 in kurzer Zeit in vivo wie in vitro zu 
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detektieren und zu isolieren. Somit ist es erstmals 
mdglich, Th-Lymphozyten aufgrxmd ihrer AntigenreaktivitSt 
unabhSngig von iliren Phanotyp zu selektieren. 

5 Mit Vorteil ist es durch die Verwendxing von CD154 als 
Marker fiir antigenspezif ische T-Lymphozyten m6glich, 
beispielsweise aus Korperf Ifissigkeiten oder kCinstlichen 
Zellsuspensionen gegen ein gewahltes Antigen oder gewahlte 
Antigene spezif ische T-Lyitiphozyten, insbesondere fflr 

10 zelltherapeut ische Anwendungen, zu gewinnen. 

Vorteilhafterweise ist es maglicb, spezifische T- 
Lymphozyten zur Expansion oder mit nachfolgendem oder 
direktem adoptiven Transfer zu isolieren, wobei diese 
spezifischen T-Lymphozyten inf lamatorische oder 

15 antiinflamatorische und insbesondere regulatorische oder 
supressive T-Lyniphozyten darstellen. 

Im folgenden soil die Erfindung anhand von Beispielen 
veranschaulicht werden, ohne die Erfindung darauf zu 
beschranken. 

20 Beispiel 1 

Die Kinetik der intrazelluiaren CD154 Expression in 
Antigen-reaktiven Th-Zellen nach in vitro Stimulation von 
humanen Vollblut mit dem Superantigen Staphylocokkus 
Enterotoxin B (SEE) wurde bestimmt. Jewells iml Vollblut 
eines normalen gesunden Spenders wurde f<ir die angegebenen 
Zeiten mit oder ohne SEB (ipg/ml) bei 37°C kultiviert. Fur 
die letzten 2 Stunden der Kultur wurde der 
Sekretionsinhibitor BrefA zugegeben. Es sind auf CD4* Th- 
Zellen begrenzte Analysen gezeigt. In Fig. i ist die 
Kinetik der intrazelluiaren CD154 Expression gezeigt. 
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Beisplel 2 

Fig. 2 zeigt den Nachweis Tetanus-Toxoid- (TT) -spezisclier 
Th-Zellen und Allergen- spezischer Th-Zellen in Ixumanem 
Vollblut unabhangig von der Art der reaktiv produzierten 

5 Zytokine nach in vitro Stimulation mit TT und Allergen, 
ijeweils Iml Vollblut gesunder Spender wurde mit oder ohne 
die angegebenen Antigene (TT: lOjiig/ml / Allergen: 20(ag/ml) 
f-Cir 6 Stunden bei bei 37<*C kultiviert. Fur die letzten 4 
Stunden wurde der Sekretionsinhibitor BrefA zugegeben. Es 

10 sind auf CD4* Th-Zellen begrenzte Analysen gezeigt. 

Beisplel 3 

Die Isolierung von lebenden Tetanus-Toxoid- (TT) - 
spezifischen Th-Zellen anhand der reaktiven CD154 
Expression aus humanen peripheren mononuklearen Zellen nach 

15 in vitro Stimulation mit TT ist in Fig. 3 dargestellt- Aus 
ca. 20ml Volllblut wurden periphere mononukleare Zellen 
gewonnen. Diese vmrden fur 6 Stunden mit lOiig/ml TT in 
Gegenwart eines monoklonalen anti-CD40 Antikorpers bei 37 oc 
kultiviert. Alle Proben wurden mit Antikorpern gegen CD4- 

20 FITC, CD69-APC und CD154-PB markiert . Zum Auschluss von 
toten Zellen wurden Propidium j odid verwendet . In 3A sind 
Analysen der CD154 Expression im Verhaitnis zur Expression 
des Aktiviertingsmarkers CD69 vor Isolierung gezeigt* Nach 
einer magnetischen Anreicherung mit PE-spezif ische 

25 MicroBeads (3B) wurden lebende CD4*, CD154* Th-Zellen 
weiter mit dem PACS aufgereinigt (Figure 3C) • In den 
Figuren 3A und 3B sind die Analysen auf CD4* Th-Zellen 
begrenzt . 
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EPO-BGRUN 
2 3 KJS- 2002 



Patentanspruche 

Verwendung von CD154 z\im Nachweis und/oder zur 
Isoliening von Antigen-spezif ischen T-Liymphozyten. 

Verwendxang nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als T-Lymphozyten C3D4* und/oder CDS* T-Lynrphozyten 
naclxgewiesen und/oder isoliert werden^ 

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

inf lairanatorische, antif laxnmatorische, regulatorische 
und/oder suppressive T-Lymphozyten nachgewiesen 
und/oder isoliert werden. 

Verfahren zum Nachweis und/oder Isolierung von 
Antigen^ spezifischen T-Lymphozyten in einer Suspension 
nach AljLtivierung mit einem Antigen, wobei die 
Suspension mit einem CD40/GD154 Systeminhibitor in 
Kontakt gebracht wird, CD154 intra- oder extrazellular 
bestimmt und die CD154 aufweisenden Zellen detektiert 
und/oder separiert werden. 

Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , dass 
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als T-Lymphozyten CD4* imd/oder CDS* T-Lymphozyt 
nachgewiesen tmd/oder isoliert werden. 



Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als CD40/CD154 Systeminhibitor ein anti-CD40- 
Ant ik6rper , ein ant i - GDI 54 -Ant ikorper , ein 

Sekretionsinhibitor und/oder Endozytoseinhibitor 
verwendet werden. 



Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als Sekretionsinhibitor und/oder Endozytoseinhibitor 
Brefeldin A xind/oder Monsensin verwendet werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7* 
dadurch gekennzeichnet, dass 

CD154 intrazellular in fixierten Zellen detektiert 
wird. 



Verfahren nach einem der Ansprttche 4 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

CD154 extrazellular auf vitalen Zellen detektiert 
wird. 
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10. Verfahren nach einem der AnspriiGhe 4 bis 9. 
dadurch gelcennzeiclmet, dass 

die T-LYn«>hozyten isoliert iind/oder separiert vrerden. 
die kein definiertes Zytokinmuster aufweisen. 
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EPO-BEBUN 
2 3 -<J8- 2002 



Zusamnenfassimg 



Es wird die Verwendung von 03154 zum Nachweis und/oder zur 
isolierung von Antigen- spezifischen T-Lyraphozyten und ein 
Verfahren zum Nachweis und/oder Isolierung von Antigen- 
spezifischen T-Lymphozyten vorgeschlagen, wobei die 
suspension mit einem CD40/CD154 Systeminhibitor in Kontakt 
gebracht wird, CD154 intra- Oder extrazelluiar bestiramt und 
die CD154 aufweisenden Zellen nachgewiesen und/oder 
isoliert werden. 
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